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API 医薬品有効成分(Active Pharmaceutical Ingredient) 
DGGE 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
ISO 国際標準化機構(International Standardizing Organization ) 
OECD 経済協力開発機構(Organization of Economics Cooperative Development ) 
PPCPs 医薬品及び日用化学品(Pharmaceuticals and Personal Care Products ) 
VICH 動物用医薬品の承認申請資料の国際調和(会議) 



















AcSDA  N4-アセチルスルファジアジン 
AcSDM  N4-アセチルスルファジメトキシン 









C/N 比 炭素/窒素比 
CP 発酵点数(発酵状態にあった測定時点数) 
MCF 標準添加濃度(一日最大投薬量/平均一日糞排泄量) 







 人類はこれまでに多数の化学物質を発見あるいは作出し、利用してきた。2013 年 3 月時













































成 11 年に制定され、平成 16 年に完全施行された「家畜排せつ物の管理の適正化及び利用













































し、動物用医薬品の理論的排泄濃度を計算し、そのリスク評価を試みた。 (主論文 2) 
 












































 なお、用いた緑藻 Pseudakineliella subcapitata は、試験当時は Selenastrum capriconutum と
称されており、その後株名が変更された。このため引用している論文等では旧名を用いて
いるものがあるが、本稿においては執筆時点での名称 Pseudakineliella subcapitata を用いる
こととする。 
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ウム塩について、OECD 化学物質毒性評価ガイドライン第 201 番に則って試験を行った。
なお、供試株は代表株とされる P. subcapitata のほか、ガイドラインに収載されており一般
的知名度が高い Chlorella vurgalis を用いた。 
 結果を Table 1-1 に示す。被験物質の試験生物に与える毒性は、増殖曲線下面積に対する
50%影響濃度(EC50)を用いて評価した。OTC、DSM、EM、TS は P. subcapitata に対して強い
毒性を示し、サルファ薬も比較的増殖抑制作用は強かった。中でも EM が P. subcapitata に
対して最も強い増殖抑制を示した。一方β-ラクタム系である CFZ、ABPC は、ほとんど増
殖抑制を示さなかった。環境毒性試験における事実上の標準株である緑藻である P. 
subcapitata に対して、C. vulgaris は全体的に増殖抑制を受けにくい傾向が見られた。この傾
向は笠井 7)らの報告とも一致する。 
 
 緑藻の試験から得られた EC50値(Table 1-1)では、P. subcapitata を用いたいくつかの物質、














らかにしている(シメトリンで 10μg/L、プレチラクロルで 2.5μg/L、チオベンカルブで 38.6
μg/L)。しかし今回の試験において抗菌性物質である EM において、緑藻である P. 



















Table 1-1. The results of the growth inhibition test against green algae using antimicrobial agents approved for veterinary use in Japan. 
substance 










sulfadimethoxine (SDM) 2.30 2.09-2.54 0.529 11.2 7.37-15.0 <20.3 
sulfamethoxazole (SMZ) 1.53 1.40-1.68 0.614 − − − 
sulfadiazine (SDA) 2.19 1.95-2.42 <1.00 − − − 
oxytetracycline (OTC) 0.342 0.321-0.364 0.183 7.05 6.50-7.55 <3.58 
cefazolin Na (CFZ) >1000 −− >1000 − − − 
ampicillin (ABPC) >1000 −− >1000 >1000 −− >1000 
dihydrostreptomycin (DSM) 0.107 0.0933-0.121 <0.039 − − − 
thiamphenicol (TP) 8.86 8.27-9.50 4.06 522 489-580 198 
erythromycin (EM) 0.0366 0.0358-0.0399 0.0103 33.8 31.3-36.4 12.5 
tylosin tartate (TS) 0.411 0.387-0.437 0.206 − − − 
norfloxacin (NFLX) 16.6 15.5-17.8 4.01 10.4 9.72-11.0 4.02 
trimethoprim (TMP) 80.3 74.4-86.7 25.5 − − − 
pyrimethamine (PMT) 5.06 4.66-5.50 0.752 − − − 
pentachlorophenol sodium salt* 0.160 0.150-0.170 0.105 8.40 7.84-8.97 5.02 
− : not tested −− : above the limit of detection * : positive control 
EC50 : 50% effective concentration, the concentration of a substance that will reduce cell growth to 50% of the negative control 
NOEC : maximum no-effect concentration 
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Fig.1-1. Decrease in concentration of test agents in the growth 
inhibition test.  Other test substances did not show a significant 




 対して OTC は被験物質濃度が高い試験前期には強く増殖が抑制され、OTC の分解とと
もに増殖速度が上昇するという傾向が見られた。OTC は実験中に培地が茶色に着色してく
るが、テトラサイクリン類は光と少量の酸素で酸化されることが報告されており 10)、これ
もそのためであると考えられる。これらのことから OTC の分解生成物は OTC と比較して


















Fig. 1-2. Variation of the growth rate.  Each test substance 
was used at  the EC50 concentration.  Growth rate was 







臨床においてサルファ薬と合剤として用いられる TMP あるいは PMT との間には、相乗的
な増殖抑制効果が見られる可能性がある。この仮説に基づき、サルファ薬を用いた合剤の

















Fig.1-3. The dose-response curve of sulfur drugs combined with TMP or 
PMT (A : SMZ, B : SDM, C : SDA). 
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 その結果、TMP と SMZ、SDA の組み合わせでは、明らかに相乗的な増殖抑制効果が見
られた。しかし PMT と SDM の組み合わせでは、そのような効果はほとんど見られなかっ
た(Table 1-2、Fig.1-3)。さらに合剤を豚に投与したときの予想される尿中排泄比率で、サル





Table 1-3. Synergistic growth inhibition by the ST combined drug estimated to be 
excreted by pigs. 







SMZ : AcSMZ : TMP (20:105:3) 0.784* 0.717-0.856* 0.2* 
SDM : AcSDM : PMT (167:8:1) 2.17* 1.95-2.40* 0.5* 
SDA : AcSDA : TMP (42:24:1) 2.08* 1.88-2.33* 0.5* 
AcSMZ >100 - 80 
AcSDM >100 - >100 
AcSDA  >100 - >100 
* : concentration of SA in each combination 
− : above the limit of detection 
 









 対して SDM と PMT の組み合わせではそのような相乗作用は認められなかった。この原
因として考えられることは、作用機序、あるいは物理化学的性質の相違による細胞取り込
み量の違いか、あるいは PMT は TMP に比べて NOEC と EC50の差が大きく(Table 1-1)、TMP
に比べて PMT の用量反応性が緩やかであることによると考えられる。 
 
 豚の排泄量を想定した実験(Table 1-3)の結果としては、増殖抑制は SMZ の組み合わせが
単独の時と比べて明らかに大きくなった。しかし SDM 及び SDA については顕著な差は見
られなかった。SDM は PMT との間で相乗作用が確認できていないため、予想された結果
となった。しかしいずれの試験でも用量比を変えた試験より相乗効果が弱い原因は、増殖
















































Fig. 1-4. Recovery of growth inhibition by the addition of folic 
acid. 
* :observed significant difference to negative control (without 
FA) (P<0.05) 
1) : concentration of SDA in the combination,  TMP was used 
at the NOEC. 
2) : Used at the EC50 concentration. 
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プテリン酸合成酵素(dihydropterinic acid synthetase: DHPS)を阻害することが知られている
が、葉酸を添加することによって DHPS が阻害されても活性形である 2 水素葉酸、4 水素
葉酸の供給は行われるが、TMPs によって 2 水素化葉酸還元酵素(dihydrofolic acid 
reductase :DHFR)が阻害されると 2 水素化葉酸、4 水素化葉酸は葉酸から合成されない(Fig. 
1-5)13)。したがって葉酸は TMPs よりもサルファ薬による増殖抑制の軽減に効果があると考
えられるが、2 成分による試験の場合には用いられている TMP の用量は無作用量であり、
相乗効果によって増強された SDA の増殖抑制作用が比較的軽減されやすかったものと考
えられる。また、SDA に 100ng/L の葉酸を添加したところ、SDA による増殖抑制作用は完
全に消失した。 
 











Fig. 1-5. Synthesis pathway of folic acid.  Cited from Nankodo New Yakurigaku 
































































また、試験容器は OECD ガイドラインの 200mL 容三角フラスコに代えて 24 穴プレートを
用い、ハイスループットを指向するとともに対培地容量で雰囲気接触面積を拡大し、CO2
濃度増加の効果を高めるものとした。株としては日本の代表的カルチャーコレクションで
ある国立環境研究所より分与された、Anabaena cylindrica (NIES-19), Anabaena variabilis 
(NIES-23), Microcystis aeruginosa (NIES-44) and Microcystis wesenbergii (NIES-107) のほか、
パスツールカルチャーコレクション由来の Nostoc sp. (PCC 7120) and Synechococcus sp. 
(PCC 7002)、東京大学分子細胞生物学研究所(現在は国立環境研究所及び理化学研究所にカ
ルチャーコレクションを移管)より分与された Synechococcus leopoldensis (IAM M-6)、ATCC
より分与された Anabaena flos-aquae (ATCC 29413)を用いた。 
 
 その結果、株によってばらつきはあるものの、おおむねどのラン藻においても試験開始
後 144 時間(6 日)で増殖評価が可能であるとの結果を得た。この系を用いて第一章で用いた
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抗生物質の中から 7 種類(SDM、EM、TP、ABPC、OTC、NFLX 及び TMP)について 8 種の
ラン藻を抗生物質とともに培養し、プレートリーダーを用いて各抗生物質の MIC、EC50及
び NOEC を算出した。結果は Table 2-1 に示すが、抗生物質の種類と株との関係について見
ると、まず EM の MIC はすべてのラン藻に対して比較的低い MIC を示した。M. aeruginosa, 
M. wesenbergii and Synechococcus sp.は ABPC に対する感受性が非常に高く、MIC は 0.0063, 
0.032及び0.020 mg/Lであった。OTCのA. cylindrica に対するMIC及びNFLXのA. cylindrica, 
M. aeruginosa and M. wesenbergii に対する MIC は 0.2mg/L と低いものであった。我が国にお
いて抗生物質の農場家畜由来細菌に対する耐性モニタリングが農林水産省によって行われ
ており、Salmonella 15)及び Campylobacter16)に対する MIC が報告されている。これによると
Salmonella に対する OTC について MIC は 1 から 512mg/L であり、Campylobacter jejuni に
しては 0.2 to 100 mg/L と報告されている。これらの MIC レンジは今回得られたラン藻の結
果(0.2 から 26mg/L)と近い値であると言える。Esaki15)の報告では分離された Salmonella82
株のうち 58 株の ABPC に対する MIC は 0.5 から 2mg/L であり、残り 26 株は 512mg/L 以上
であった。ABPC のラン藻に対する MIC は Salmonella に対するそれを下回っているが、こ
れはラン藻は種によっては非常に ABPC に感受性が高いものが存在すると考えられる。S. 










Table 2-1. Effect of antimicrobial agents on cyanobacteria. 
Substance Anabaena cylindrica NIES 19 Anabaena variabilis NIES 23 Nostoc sp. PCC 7120 Microcystis aeruginosa NIES 44 
 NOECa) EC50b) MICc) NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC 
SDM 130 480 2000 1000 1500 >2000 130 >2000 >2000 250 500 2000 
EM 0.0031 0.035 0.20 0.047 0.43 3.0 0.10 0.20 0.80 0.010 0.023 0.32 
TP 0.16 1.3 5.0 8.0 14 32 0.63 3.5 10 0.10 0.32 13 
ABPC 0.013 0.14 0.80 0.16 2.2 >160 100 >200 >200 0.000031 0.00020 0.0063 
OTC 0.0031 0.032 0.20 0.100 0.36 3.2 0.78 7.0 25 0.031 0.23 4.0 
NFLX 0.025 0.053 0.20 0.0098 0.19 2.5 0.31 1.7 5.0 0.0016 0.062 0.20 
TMP ≧200 >200 >200 3.1 11 50 3.1 53 >200 100 150 >200 
PCPd) 0.0098 0.46 5.0 0.40 0.31 6.4 5.0 9.9 20 0.2 1.2 3.2 
Substance Microcystis wesenbergii K NIES 107 Synechococcus sp. PCC 7002 Synechococcus leopoldensis IAM-6 Anabaena flos-aquae ATCC 29413 
 NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC NOEC EC50 MIC 
SDM 7.8 470 2000 16 760 >2000 16 1100 >2000 1000 >2000 >2000 
EM 0.0047 0.023 0.30 0.0078 0.23 2.0 0.0020 0.16 2.0 0.047 0.27 6.0 
TP 0.10 0.43 3.2 0.16 0.67 5.0 0.16 0.36 2.5 2.0 13 32 
ABPC 0.0020 0.013 0.032 0.00031 0.0069 0.020 0.025 0.083 0.20 0.16 3.3 40 
OTC 0.25 0.35 8.0 0.25 2.0 16 0.25 1.1 16 0.025 0.39 26 
NFLX 0.0063 0.038 0.20 0.16 0.63 >5.0 0.16 0.63 >5.0 0.039 0.29 2.5 
TMP 3.1 >200 >200 50 >200 >200 13 >200 >200 ≧200 >200 >200 
PCPd) 0.13 0.17 0.50 0.25 1.2 4.0 0.016 0.63 2.0 0.20 2.1 0.40 
a) No observed effect concentration (mg/l)       
b) Effective concentration of a substance at which 50% of control cell growth are affected  (mg/l)       
c) Minimum inhibitory concentration (mg/l)       
d) Pentachlorophenol sodium salt: Positive control       
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化学物質の毒性は EC50、NOEC 及び MIC 等の指標を用いて評価するが、これらの指標を総
合的に見ることは環境中においてラン藻に抗生物質が曝露されたときのリスクを評価する
のにも有用である。例えば M. wesenbergii に対する TMP のように MIC と EC50 が近い値で
ある場合、その用量反応曲線の傾きは大きくなり、増殖抑制は EC50 よりもわずかに高い濃
度で起こることになる。このことから環境中に放出される抗生物質の濃度は注意が必要で
ある。一方 S. leopoldensis に対する EM のように EC50 と NOEC の差が大きい場合、このよ
うな抗生物質は EC50 以下の濃度でも弱いながらも増殖を抑制する。このように環境毒性の
評価指標としては一般的に EC50 がよく用いられるが、EC50 のみならず予測環境濃度に対す
る NOEC も併せて評価することでその物質の特徴をよりよく捉えることが可能となること
が、本研究であらためて示された。 
 次に筆者は第 1 章で行った試験と本章で得られたラン藻に対する結果の比較を行った。
EC50 に注目した結果を Figure 2-1 に示すが、緑藻を含めて本研究で供試した 8 株には特徴
的な違いがあることがわかる。M. aeruginosa、M. wesenbergii、S. leopoldensis 及び
Synechococcus sp.はこの検討では総じて抗生物質に感受性が高く、Nostoc sp.と A. flos-aquae
は感受性が低い。特に M. aeruginosa、M. wesenbergii 及び Synechococcus sp の感受性は P. 
subcapitata を上回る。 
 ラン藻と緑藻に対する抗生物質の影響はその抗生物質としての作用機序によると考えら
れる。ABPC と NFLX は P. subcapitata に対してほとんど無影響なのに対し、ラン藻の感受
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Fig. 2-1. Radar charts of NOEC, EC50 and MIC of each microbial agent for various strains. 
Axis in the chart shows with -log (concentration/mg･mL), and one scale unit equals to 1. The value is smallest at the 
center of the radar chart and biggest at the edge. The data are shown in Table 2-1 and Table 1-1. 
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性が高い。ABPC と NFLX はそれぞれ原核生物の細胞壁合成、DNA 複製阻害を主な作用機
序とする。これは P. subcapitata が真核生物の緑藻であり、これら 2 種の抗生物質に低感受
性であることと矛盾しない。しかしながら EM、TP、TMP 及び OTC に対する P. subcapitata




は用量依存的であるものが多いことと同様に、現状では EM、TP 及び OTC による毒性は
機序非特異的と考えざるを得ず、これは P. subcapitata か指標生物として敏感であることを
示していると解される。なお、第一章で述べたように TMP と SDM は葉酸合成を阻害する。




































PMCurine (mg/kg)= W A / U 
 
W は一頭あたりの体重中央値、A は体重キロあたりの一日投与量、U は尿排出量である。
PMCts は PMCurine で尿中に排泄された抗生物質の濃度と定義され、排水処理によって分
解することなく希釈され、環境中に放出され、次のように定義される。 
 
PMCts (mg/L)= PMCurine U N / (T S D) 
 
N は被投与頭数、T は飼養頭数、S は 1 頭 1 日あたりの排水量、D は希釈率である。この式
を用いて、前節で用いた抗生物質について計算を行った PMCurine と PMCts の結果を
Table2-2 に示す。仮定条件は、飼育規模は 1500 頭(日本で標準的な肥育施設での飼養頭数)、 
PMCurine は W=70kg、U=3.8kg/day 及び各抗生物質に定められた用量(Table 2-2 中に表記)
Table 2-2. Predicted maximum concentration of antimicrobial agents.
Antimicrobial agent Dose(mg/kg day) PMCurinea)(mg/kg) PMCtsb)(mg/L) 
Sulfadimethoxine (SDM) 100 1842 7.90 
Erythromycin (EM)  7 129 0.55 
Thiamphenicol (TP)  30 553 2.37 
Ampicillin (ABPC)  10 184 0.79 
Oxytetracycline 
Hydrochloride (OTC)  20 368 1.58 
Norfloxacin (NFLX)  5 92 0.40 
Trimethoprim (TMP)  80 1474 6.32 
a) Predicted maxmum concentration in urine in a standard fattening of pig in
Japan. 
b) Predicted maximum concentration in treated sewage in a standard fattening
of pig in Japan 
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を用いた。PMCts は N=60、T=1500、S=15L/day 及び D=2.36 を用いて計算した。この場合、
(T×S×D)/(U×N)はおよそ 233 で定数となるが、これは尿中の抗生物質は活性汚泥による
排水処理で 233 倍に希釈されることを意味している。結果として EM、NFLX の PMCts 値
はそれぞれ 0.55 及び 0.40mg/L となり、とりわけ 今回試験を行った 8 種の微細藻類に対す
る NOEC を上回った。特に EM、NFLX の PMCts 値は A. cylindrica,、M. aeruginosa 及び M. 




Table 2-3.  The value of PECts/NOEC for various strains.       
Strain SDM EM TP  ABPC OTC NFLX TMP 
A. cylindrica NIES-19 0.061 180 15 61 510 16 <0.03
A. variabilis NIES-23 0.0079 12 0.3 4.9 16 40 0.2 
Nostoc sp. PCC7120 0.061 5.5 3.8 0.0079 2 1.3 0.2 
M. aeruginosa NIES-44 0.032 55 24 25000 51 250 0.063
M. wesenbergii NIES-107 1.0  120 24 400 6.3 63 0.2 
Synechococcus sp. 
PCC7002 wild type 0.49 71 15 2500 6.3 2.5 0.13 
S. leopoldensis IAM-6 0.49 280 15 32 6.3 2.5 0.49 
A. flos-aquaeATCC29413 0.0079 12 1.2 4.9 63 10 <0.03
P. subcapitata ATCC22662 15 54 0.58 0.00079 8.6 0.099 0.25 
 
 
 さらにNOECをPMCtsと比較した結果(PMCts/NOEC)をTable 2- 3に示す。EM、TP、ABPC、
OTC 及び NFLX はいくつかのラン藻に対して PMCts/NOEC は 1 より大きく、これはラン
藻がその抗生物質を含む排水に直接曝露された場合には影響が見られる可能性を示唆して
いる。実際には排水処理などでの分解や吸着など様々な減衰要因があることから、
PMCts/NOEC は 1 を超えてもそれが即座に現実に環境中で何らかの影響を及ぼすことには
つながらないが、その物質が持つリスクの指標としては無視できない要素である。例えば、
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EM、TP、ABPC、OTC 及び NFLX のように PMCts/NOEC が 100 を超えるようなもの、特
に ABPC の Synechococcus sp.及び M. aeruginosa に対する PMCts/NOEC は 2500 及び 25000
と、非常に高い値であることが示された。少なくともこれらの物質については、ラン藻に
対して数値なりの潜在的リスクを持っていることは認識すべきである。また、OECD ガイ
ドラインでの標準株である緑藻 P. subcapitata の PMCts/NOEC は、ラン藻のものと比較する































うこともある。端的な例では VICH ガイドライン第 1 相(使用対象や使用濃度などから求め
るスクリーニング評価)での判断根拠となる PEC(環境中予測最高濃度)の基準値も、これを
裏付ける科学的根拠の完全な確立を求めていては永遠にその設定は不可能である。












を行ってきた。これらの検討は API の主たる排泄経路である尿から排泄された API の影響
評価に資するものである。一方、もう一つの主要な API 排泄経路として、糞中からの排泄
経路がある。各 API がどのような代謝排泄経路をたどるかは API によって様々であり、一
概には言えないが、API の薬物動態については医薬品の基礎データであり、通常医薬品と
して用いられている API については、実験動物のデータも含めて公表されている情報が多

















































































































次に本試験系に API を添加した場合に発酵に影響が見られるかを、SDM を例として確
認した。試験用量は、我が国で動物用医薬品として SDM 製剤が豚に承認されている最大
用量を投与し、投与された API がすべて糞中に未変化体として排泄された場合の 1 日量を
















TC= ∑(ti-tri)  ただし (ti-tri) > 10 
 












Table 3-1. Effect of SDM to fermentation by calorific value.  
Concentration of SDM 
(g/kg of feces) 





Control 37886.3 1636 23.16 71.6 
0.50 (×1/10*) 36013.6 1412 25.51 71.8 
5.0 (×1*) 36985.3 1471 25.14 70.5 


























































Fig. 3-2. Plot of CO2 concentration and temperature for 
SDM in trial 2.  Circles are data derived from adding SDM 

























ンテーション法では 2 回目の切り返し後には温度は上昇しなくなり、試験期間は 2〜5 週間
程度である。生成した発酵物の形状も、実際の畜産現場で作成された堆肥と異なり、黒い
Table 3-2.  Results of Komatsuna sprouting test 
after SDM addition (MCF=5g/kg) 
 Mean (mm) Range (mm) 
Blank 27.72 23.86-29.14 
Control 26.38a 18.84-30.40 
MCF×1/10 28.26 28.58-32.88 
MCF×1 6.41b 5.18-7.75 
MCF×5 1.69b 1.04-2.26 
a: Significant difference from blank in trial 1 
b: Significant difference from blank in all (3) trials 
Table 3-3 Carbon/nitrogen ratio of fermentation 





























物質製剤 5 成分の評価 
 
 前節までに筆者はマイクロファーメンテーション法を API が堆肥発酵に与える影響を評
価する手法として検討を行ってきた。これを受けて筆者はこれまで検討に用いてきた SDM
以外の、動物用医薬品として我が国において用いられる API で、前章までに試験に供した





ために SDM の影響を定量化することは困難と判断し、定性的評価のみとした。 





と考えられる。なお、SDM の試験は前節までの成績も含めて最大用量を MCF の 5 倍量と
したが、これは SDM の承認用量が他の製剤と比較して多量であり、10 倍量を添加するこ
とが困難であったことによる。 






















に対して試験は 2 回繰り返したが、2 回の試験結果を統合する評価方法がなかったため、2
回の試験成績はそのまま trial1 または 2 として示している。 
 結果は Table 3-4 及び Fig. 3-3 に示す。Table 3-4 の QCT がコントロール 4 群で行った試験





に加えたものであるが、本検討によっても MCF の 1/10 の濃度で TC/CP が有意に低下する
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 Table 3-4.  Evaluation of effect of VMPs on fermentation by calorific value.  




Concentration of tested 
VMP (g/kg feces) 
Trial 1 Trial 2 Trial 1 Trial 2 Trial 1 Trial 2 Trial 1 Trial 2 
OTC 
Control 31394.9 38740.1 1508 1424 20.82 27.21 59.3 67.9 
0.055 (×1/10) 31591.3 40441.7 1513 1457 20.88 27.76 58.0a 69.2 
0.55 (×1) 31112.6 40397.3 1478 1458 21.05 27.71 58.5 66.1b 
5.5 (×10) 32515.0 38479.5 1561 1486 20.83 25.89 55.4b 64.3b 
NFLX 
Control 41134.8 45537 1553 2080 26.49 21.89 78.2 66.2 
0.050 (×1/10) 39124.6 44508.7 1618 2132 24.18a 20.88 69.8b 65.6 
0.50 (×1) 41436.6 46908.2 1828 2141 22.67b 21.91 65.7b 65.8 
5.0 (×10) 36402.6 39870.1 1806 1904 20.16b 20.94 54.7b 54.7b 
EM 
Control 31301.1 26231.9 1146 1082 27.31 24.24 67.3 64.0 
0.035 (×1/10) 37118.1 33790.6c 1629c 1538c 22.79b 21.97a 69.4c 60.1b 
0.35 (×1) 31057.7 34620.6c 1470 1620c 21.13b 21.37b 68.8c 61.1b 
3.5 (×10) 40340.4c 30094.8 1668c 1456c 24.18b 20.67b 63.5b 57.3b 
TS 
Control 37655.7 25930.4 1610 1071 23.39 24.21 62.8 64.3 
0.024 (×1/10) 40118.6 29032.1 1677 1183 23.92 24.54 62.6 62.6a 
0.24 (×1) 40912.3 30799.5 1599 1285 25.59c 23.97 63.8 61.3b 
2.4 (×10) 38277.6 32126.0 1496 1406c 25.59c 22.85 63.6 59.6b 
QCT 
Mean 29736 1309 22.74 62.4 
Range 25163-32370 1101-1468 22.05-23.36 61.9-63.0 
99% confidence interval 









a: Less than control; the difference was from 2.58δ to 5.16δ 
b: Less than control; the difference was over 5.16δ 
c: More than control; the difference was from 2.58δ to 5.16δ
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Fig. 3-3 の温度曲線も EM の添加による影響と見られる曲線の乱れがすべての EM 添加試験
で見られており、EM は藻類を用いた試験のみならず発酵微生物に対しても、低濃度から
強い影響を有することが示唆された。 
Fig. 3-3.  Temperature changes on 
manure fermentation with VMPs.
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 NFLX についても 1 回目の試験では TC/CP 及び最高到達温度が有意に減少する影響が観
察された。しかしながら TC 及び CP には明確な影響は見られず、2 回目の試験では TC/CP
にも明確な影響は観察されなかった。その原因については不明であるが、他の試験と比較
すると TC/CP も最高到達温度も 1 回目の試験のコントロールの値が比較的高いことから有
意な差がついた可能性があり、図 3-において比較的温度曲線の乱れが少ないことからも、
NFLX が発酵に与える影響については疑問が残る結果となった。 










可能な最大濃度を設定していることを考えると、EM 以外の API については用法及び用量
に基づいて通常の畜産農家で想定される投与を行う限りにおいてリスクは低いものと考え

























 電気泳動写真を Fig. 3-4a 及び Fig. 3-4b に示す。また、SDM を添加した試験では可能な
限り塩基配列を解析し、菌種の同定を試みた。データベースの情報と高い相同性が得られ
たものについて、その菌名を Table 3-5 に示す。発酵に影響が見られたサンプルから得られ
たバンドパターンは、コントロールのパターンとは明らかに異なるものであり、API に感
受性の細菌が影響を受け、代わって感受性のない細菌が増殖した可能性が示唆された。 













Fig. 3-4a.  DGGE gel photograph. a: before fermentation; b: at the first 
mixing; and c: at the second mixing.  a’, b’, c’ are control samples. 
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Fig. 3-4b. DGGE gel photograph (continued from Fig. 3-4a).
Table 3-5.  Results of matching sequences of major bands in Fig. 3-4 to library. 
Band Closest relative Identity (%) Phylogenetic affiliation 
04 Megasphaera elsdenii 321/322 (99) Firmicutes 
09 Bacillus sp. R-6488 509/510 (99) Firmicutes 
10 Bacillus sp. R-6488 509/510 (99) Firmicutes 
12 Pseudomonas pertucinogena 470/479 (98) Gammaproteobacteria 
13 alpha proteobacterium F0917 424/460 (92) Alphaproteobacteria 
17 Prevotella buccae 178/192 (92) Bacteroidetes 
18 Bacillus sp. R-6488 509/510 (99) Firmicutes 
19 Bacillus sp. 17-5 327/342 (95) Firmicutes 
20 Saccharomonospora viridis 497/497 (100) Actinobacteria 
21 Saccharomonospora viridis 498/498 (100) Actinobacteria 
22 Paenibacillus sp. R-6928 203/207 (98) Firmicutes 
23 Bacillus sp. PML14 239/253 (94) Firmicutes 
27 Bacillales bacterium UMB 71 180/183 (98) Firmicutes 
30 Clostridium disporicum 404/414 (97) Firmicutes 
34 Bacteroidetes bacterium S22-35 411/412 (99) Bacteroidetes 
35 Pseudoxanthomonas sp. NFC7-F12 473/474 (99) Gammaproteobacteria 
37 Thermoactinomyces sanguinis 266/277 (96) Firmicutes 
38 Pseudomonas pertucinogena 470/479 (98) Gammaproteobacteria 


















































 Fig.4-1 家畜に投与された動物用医薬品の運命 
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第 1 章 
供試藻株 
 Pseudakineliella subcapitata (Selenastrum capricornutum ATCC22662)及び Chlorella vulgaris 
(ATCC16487)は American Type Culture Collection (ATCC)から分与を受けた。ATCC 培地











 手順はおおむね OECD 化学物質試験ガイドライン 201 番に従った。OECD 培地はあらか
じめ濃度及び沈殿しないような組み合わせに応じて 100 倍あるいは 1000倍の濃度の溶液を
濾過滅菌(孔径 0.2μm)した原液を作成した。200ml の三角フラスコに 100ml の蒸留水を入
れ、シリコン栓で栓をしたものをオートクレーブにかけて滅菌し、培地原液及び被験物質、
前培養した細胞を規定の濃度になるように加えた。グロースチャンバー(特注製作 株式会
社ヒラサワ製)を用いて相対湿度 70%、温度 25 度、中心照度 8000lx に設定した。静置培養
で 1 日 4 回攪拌するとともに場所を入れ替えた。細胞量の測定は 1 日 1 回 24 時間ごとに行
い、細胞濃度を自動血球計算機(セルタック MEK-5133、日本光電製)で測定した。 
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試験設定は予備試験が 10 倍ステップ、本試験が 2 倍ステップの被験物質濃度で、1 濃度に
つき 3 本のフラスコで行った。 
合剤の試験は基本的な手順は上記の方法に準じ、各成分を同時に添加して行った。排泄
割合は豚に対する静注を想定し、Shimoda ら 28)29)30)、Nouws ら 31)の報告を元に用量を決定
した。 
葉酸を添加した試験での添加量は GEF 保存株リストの中の M-ASP7 培地中の葉酸濃度を参
考にして 20ng/L とした。 
 
サルファ薬アセチル化体の製法 
 0.05M 硫酸とアセトンの 1:1 混液にサルファ薬を溶解し、随時 TLC で生成物と原料を確
認し、攪拌しながら無水酢酸を滴下する。原料の UV 吸収スポットが消失したら 1M 水酸
化ナトリウム水溶液で中和し、溶媒を半分程度まで濃縮し、生成した沈殿を濾取し、メタ










 高速液体クロマトグラフ(LC-10A 島津製作所)を用いて測定した。用いたカラムは OTC
以外が Capcell Pak C18 UG120 S-5μm d4.6mm×L250mm(資生堂)、40℃、1mL/min、OTC は
Chemco Pak Chemcosorb3C8 d4.6mm×L125mm(Chemco Scientific Co.,Ltd.)、カラム温度は
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40℃とした。移動相は OTC が 0.01M シュウ酸(pH3):メタノール:アセトニトリル=7:1:1.5、
β-ラクタム系(PCs)が 0.01M KH2PO4:アセトニトリル=88:12、TP が水:アセトニトリル=85:15、
サルファ薬およびそのアセチル化体が水:メタノール:酢酸=60:40:0.5、NFLX がリン酸/トリ
エチルアミンバッファ (pH3.0):アセトニトリル=85:15 で流速 1.0mL/min である。検出はす
べて紫外光吸収で測定し、検出波長は NFLX が 278nm、ABPC が 210nm、TP が 240nm、OTC




第 2 章 
供試藻株 
 Anabaena cylindrica (NIES-19)、Anabaena variabilis (NIES-23)、Microcystis aeruginosa 
(NIES-44) 及び Microcystis wesenbergii (NIES-107) は国立環境研究所から、Nostoc sp. (PCC 
7120) 及び Synechococcus sp. (PCC 7002)は Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria (PCC)
から、Synechococcus leopoldensis (IAM M-6)は Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria 
(PCC)から、Anabaena flos-aquae (ATCC 29413)は American Type Culture Collection (ATCC)か
ら、それぞれ分与を受けた。A. cylindrica、A. variabilis 及びA. flos-aquaeは10 mgのFe2(SO4)3･
nH2O 及び 27 mg の EDTA を加え、FeSO4･7H2O を除いて pH を 7.5 に調整した modified 
Detmer medium (MDM)32)で培養した。M. aeruginosa、M. wesenbergii 及び Nostoc sp.は Nagase
ら 33)の報告にある培地を pH を 8.5 に調整して用いた。Synechococcus sp.及び S. leopoldensis 
には、NaCl (18 g /L)、MgSO4･7H2O (5 g /L)、NaNO3 (1 g /L)、トリス(ヒドロキシメチル)ア
ミノメタン(1 g /L)、KCl (0.6 g /L)、CaCl2･2H2O (0.37 g /L)、KH2PO4 (50 mg /L)、Na2EDTA (30 
mg /L)、FeCl3 (8 mg /L)、 MnCl2･2H2O (4.3 mg /L)、 ZnCl2 (0.32 mg /L)、 MoO3 (0.03 mg /L)、 
CoCl2･6H2O (0.012 mg /L)、 CuSO4･5H2O (0.003 mg /L)、ホウ酸(3.45 mg /L) 及びビタミン




 EM、TP、ABPC、NFLX、TMP 及び標準物質として用いた PCP は和光純薬製を、SDM は




 ラン藻は内径 26mm のガラス試験管で、27℃、蛍光灯光(11W/m2)照射、1%CO2雰囲気で




 24 時間後、0.1mL を 96 穴プレートに取り、655nm 光の OD 値をプレートリーダー(Model 
3550、BIO-RAD, Hercules, CA, USA)を用いて測定した。残りの 0.9mL に被験物質を 0.1mL
の蒸留水に溶解あるいは懸濁して加え、同条件で試験を行った。被験物質添加後 48、96 及
び 144 時間後に同様の方法で 655nm の OD 値を測定し、増殖量を測定した。 
 
EC50、NOEC 及び MIC の測定 
 第 1章と同様に、日本環境毒性学会が配布するEcoToxR1.1(吉岡ら製作)を用いて行った。
NOEC 及び MIC は被験物質の代わりに蒸留水を加えたコントロールとの比較で判定した。 
 
























と判断し、すべての試験で 0.8mL/min とした。 
 発酵材料中心部に温度センサーを設置し、室温とともに 10 分間隔で付属の自記温度記録





した。どの試験も 2 回の切り返し後に温度上昇が見られなくなった。 








TC= ∑(ti-tri)  ただし (ti-tri) > 10 ti:時点 i における発酵物温度 tri:時点 i における室温 
 
 また、発酵が継続している時間を示す指標として、(ti-tri) > 10 を満たす i の数を CP とし
た。さらに平均発酵活性の指標として TC/CP を算出した。 
 
DGGE 解析 
 0.2g の発酵物サンプルを Micro Smash (トミー精工製)を用いてホモジナイズし、MoBio 
PowerSoil™ DNA isolation kit (Carlsbad, CA, USA)を用いて全 DNA を抽出した。抽出した
DNA 濃度は Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, 
USA)を用いて確認した。 
 抽出した DNA を、341f 及び 907r プライマー34)35)を用いて I-cycler(日本バイオラッド製)
によって PCR を行い、16S rRNA 遺伝子を増幅した。増幅には 1× Ex Taq buffer (タカラ製)、
0.2 mM  の dNTP、0.25 μM のプライマー、 1 μL の鋳型 DNA 及び 1.25 単位の ExTaq 
polymerase (タカラ製)を用い、容量を 50 μL として行った。 
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 増幅条件は 94℃で 2 分、94℃で 30 秒と 56℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 30 回繰
り返した後、72℃で 5 分間処理した。この 5μL の増幅 PCR 産物を 1.2%アガロースゲルで
電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色した。 
 DGGE には DCode ユニバーサルミューテーション検出システム(Bio-Rad Laboratories, 
Richmond, CA)を用いた。のアクリルアミド:ビスアクリルアミド=37.5:1 混合物 8% (wt/vol)
を含む 1× TAE 緩衝液(0.04 M トリス塩基、0.02 M 酢酸及び 1.0 mM EDTA)のポリアクリル
アミドゲルを使用し、変性剤勾配は 30%から 70%(変性剤 100%は 7 M 尿素と 40%(wt/vol)
ホルムアミド)とした。電気泳動の電圧は 100V とし、60℃で 8 時間行った。泳動後のゲル
をGelStar® stain (Cambrex, Baltimore, MD)で 10分間染色し、UVトランスイルミネーター(プ
リントグラフ アトー製)及び CCD ビデオカメラ(アトー製)で撮影した。 
 一部の DGGE バンドは滅菌したカッターナイフで切り出し、50μL の蒸留水に入れて 4℃
で一晩おいた。この抽出 DNA1μL を再度 GC クランプ付きプライマーを用いずに増幅し、
電気泳動で特異性を確認した。増幅物を ExoSAP-IT(アマシャムバイオサイエンス製)で処
理し、過剰なプライマーと dNTP を除去し、ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing 
kit v1.1 (Applied Biosystems)を用いて、ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA)の説明書に従ってシークエンスを行った。 
 BLAST プログラムを用いて GenBank において、最も相同性の高いシークエンスを検索
した。16S rRNA 遺伝子シークエンスデータは DDBJ/EMBL/GenBank にアクセッション番号
AB699226-AB699239 として登録している。 
 
SDM の試験における CO2 濃度連続測定 
 CO2 濃度の測定は 5 分ごとに非分散型赤外線 CO2 測定装置(PNA-100 帝人エンジニアリ
ング製、及び LI-800  LI-COR Biosciences, Lincoln, NE)を用いて 10 分ごとに自動記録した。 
 
堆肥 C/N 比の測定 
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 堆肥サンプルを、MIR-253インキュベーター(三洋電機製)を用いて 40℃で 48時間乾燥し、






 Chanyasak ら 36)と同様の手法で、50 粒の小松菜種子を 12.5cm の濾紙上に、たねピタ!(富
士平工業製)を用いて固定し、シャーレにセットした。10g の堆肥を 100mL の沸騰水に入れ
て攪拌して放冷し、室温に冷後 2 重ガーゼで濾過し、濾液 10mL を前述のシャーレに入れ
た。シャーレに蓋をして照明インキュベーター(FLI-301NH 東京理科器械製)に入れて 23℃、
4000lx で 96 時間置き、発芽させた。根の伸長はノギスで測定した。堆肥を入れずに同様の
操作を行ったものをコントロールとした。結果は根の伸長をコントロールに対する比率で
示している。これを 1 サンプルにつき 2 回繰り返した平均で結果を得た。 
 
統計解析 
 TC、CP、TC/CP 及び最高温度の解析は、コントロールのみ 4 群で行った試験(QCT)の成
績との比較で行った。仮に被験物質を添加した試験において、被験物質が無影響であった
場合の 4 群の結果のばらつきは、QCT におけるばらつきと同等であると仮定し、QCT で得
られた相対標準偏差を、被験物質を添加した試験群に外挿した。被験物質添加群とコント




たことから、Games-Howell の多重比較(有意水準 5%)を行って比較した。 
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